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【緒言】 
 タンパク質のリン酸化は重要な翻訳後修飾の 1 
つであり、生体内ではリン酸基の付加及び脱離によ
りさまざまな細胞機能が調節を受けている。また、
これらの調節機構に異常が生じるとガンなどの疾患
の原因となることが知られている。そのため、タン
パク質のリン酸化部位を知ること及びリン酸化の程
度を定量的に知ることが重要である 1)。硫黄 (S) を
含むアミノ酸はほぼすべてのタンパク質に存在する
ため、トリプシン分解で生成したペプチド中の S 
を精確度の高い定量が可能な誘導結合プラズマ質量
分析法 (ICPMS) により定量することでペプチド濃
度を算出することができる。このとき、S と同時に
ペプチド中のリン (P) を定量して、リン濃度とペプ
チド濃度の比 (P/peptide) を算出することでリン酸
化の程度を見積もることが可能であると考えられる。
さらに、算出したペプチド濃度に対して、タンパク
質のトリプシン分解効率を考慮することで元試料の
タンパク質濃度の定量が可能であると考えられる。 
 本研究では、リン酸化タンパク質である -カゼイ
ンを対象として、ICPMS 装置のコリジョンセルに
酸素 (O2) を導入することで、トリプシン分解した
試料のペプチド中の S を 32S16O, P を 31P16O とし
て nano HPLC-ICPMS 法により同時に定量し、リン
酸化タンパク質の定量的な解析を試みた。 
 
【実験】 
1. 試料調製 
6.25 g L
-1
 の -カゼインの標品 (from bovine 
milk, Sigma Aldrich, Japan) 及び総タンパク質濃度が 
6.5 g L
-1
 の牛乳を泳動試料とし、ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動法 (SDS-PAGE) によりタンパク
質の分離を行った。-カゼインを含むゲル片に対し
てトリプシンによるゲル内消化を行い、トリプシン
分解溶液とした。また、-カゼインを含む各ゲル片
のマイクロ波分解も行い、酸分解溶液とした。 
2. nano HPLC-ICPMS 法による S 及び P の定量 
トリプシン分解溶液 2 Lを nano HPLC ポンプ
を用いて、移動相 (0.1% トリフルオロ酢酸 (TFA)) 
300 nL min
-1
 で分離カラム (75 m i.d.×15 cm, C18) 
に導入した。15 分後、溶離液 A (0.1% TFA, 5% ア
セトニトリル (ACN)) 及び B (0.1% TFA, 95% ACN) 
を用いて、溶離液 B の組成をグラジエント条件 
(15-25 min: 0%, 25-48 min: 0-40%, 48-63 min: 40-55 
min, 63-71 min: 55-95%, 71-81 min: 95%) に従って変
化させ、親水性のペプチドから順に ICPMS に導入
した。その際、メイクアップ溶液 C (0.1% TFA) 及
び D (0.1% TFA, 5% ACN) を用いて、nano HPLC と
逆のグラジエントをかけたメイクアップ溶液を 
HPLC により導入することで、ICPMS に導入され
るアセトニトリルの濃度を 5% と一定に保った。ま
た、コリジョンセルに O2 を 0.30 mL min
-1
 で導入
し、S を 32S16O, P を 31P16O として検出した。 
3. FI-ICPMS 法によるトリプシン分解効率の算出 
-カゼインのトリプシン分解溶液及び酸分解溶液
中の P をフローインジェクション (FI)-ICPMS で
定量し、トリプシン分解前後の P 全量の比較によ
り -カゼインのトリプシン分解効率を算出した。 
 
【結果及び考察】 
1. -カゼインの標品のリン酸化解析及び定量結果 
-カゼインの標品のトリプシン分解物は 3 つ調
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製したが、そのうちの 1 つを例として以降に示した。
図 1 に -カゼインの標品のトリプシン分解物中の 
32
S
16
O, 
31
P
16
O の質量分析結果及び UV 吸収測定結
果についてのクロマトグラムを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
トリプシン分解物中のペプチド濃度は、(各ピーク
の S 濃度)/(各ピークのペプチドに含まれる S 原
子数) により求められる。クロマトグラムに示した 
32
S
16
O の各ピークの面積比から各ピークに含まれ
る S 原子数を推定し、ペプチド濃度を算出すると 
8.27 mol L
-1
 となった。また、リン酸化されたペプ
チドは 2 個検出され、P 濃度は P1 で 6.39 mol 
L
-1
, P2 で 33.9 mol L-1 であった。これよりP/peptide 
の値は P1 で 0.78, P2 で 4.13 となった。-カゼイ
ンのアミノ酸配列中には 5 個のリン酸化部位が存
在し、トリプシン分解により 1 個のリン酸化部位を
持つペプチドと 4 個のリン酸化部位を持つペプチ
ドが生成する 1)。そのため、P1 は 1 個のリン酸基
を持つペプチドであり、P2 は 4 個のリン酸基を持
つペプチドであると推察される。また、FI-ICPMS に
よる測定の結果、この試料のトリプシン分解効率は 
1.6% であったため、泳動試料中の -カゼイン濃度
は 6.10 g L-1 となった。 
他の2 試料についても同様の測定を行い、泳動試
料中の  -カゼイン濃度の平均値を求めると 
6.08±0.21 g L
-1
 (n=3) となり、計算値 (6.25 g L-1) 
と良い一致を示した。 
2. 牛乳の -カゼインのリン酸化解析及び定量結果 
図 2 に牛乳中の -カゼインのトリプシン分解物
の 32S16O, 31P16O の質量分析結果及び UV 吸収測
定結果についてのクロマトグラムを示す。 
32
S
16
O 測定結果からペプチド濃度を算出すると 
3.78 mol L
-1
 となった。また、図 1 のクロマトグラ
ムと同じ保持時間で溶出した P2 及び P3 の P 濃 
 
 
 
 
 
 
 
度はそれぞれ 3.71 mol L-1 及び 14.6 mol L-1 であ
った。これより P/peptide の値はそれぞれ 0.98 及び
3.86 となった。そのため、-カゼインの標品と同様
に P2 は 1 個のリン酸基を持つペプチドであり、
P3 は 4 個のリン酸基を持つペプチドであると推
察される。また、P1 についてはバンドを切り出し
た際、他のバンドが混入したために見られたピーク
であると考えられる。 
 牛乳中の -カゼインのトリプシン分解効率は 
1.1% であったため、牛乳の泳動試料中の -カゼイ
ン濃度は 2.03 g L-1 となった。-カゼインは乳タ
ンパク質のおよそ 32% を占めるため 2)、牛乳の泳
動試料中の -カゼイン濃度の予測値は 2.08 g L-1 
となる。そのため、牛乳中の -カゼインの定量にお
いても良い結果が得られたと考えられる。 
 
【結論】 
nano HPLC-ICPMS 法で S を 32S16O, P を 31P16O 
として同時に定量することで、リン酸化タンパク質
の定量的な解析が可能となった。また、ペプチド濃
度にトリプシン分解効率を考慮することで、タンパ
ク質の精確な定量が可能となった。 
 
【参考文献】 
1) Navaza, A. P. et al. Anal. Chem. 2008, 80, 1777-1787. 
2) Ono, T. et al. Biosci. Biotech. Biochem. 1994, 58, 1376-1380. 
 
【対外発表リスト】 
1) 辻野絢也, 吉田裕亮, 中澤隆, 古田直紀: 日本分析化学会 
2) 第 62 年会, 2013, 大阪, 口頭発表. 
2) Junya Tsujino, Yusuke Yoshida, Takashi Nakazawa, Naoki Furuta: 
3) 2014 Winter Conference on Plasma Spectrochemistry, Amelia 
3) Island, Florida, USA, Poster. 
図1 -カゼインの標品のトリプシン分解物の 
図1 nano HPLC-ICPMS クロマトグラム 
Signal intensity scales
214 nm：20 mAU
280 nm： 6 mAU
32S16O：900 counts
31P16O：600 counts
214 nm
280 nm
32S16O
31P16O
45 50 55 60 65 70 75
Retention time [min]
Peak S1 Peak S2
Peak S3 Peak S4
Peak P1 Peak P2
Peak P3
Peak S5
Polypeptide
Signal intensity scales
214 nm：35 mAU
280 nm： 8 mAU
32S16O：3000 counts
31P16O：5000 counts
214 nm
280 nm
32S16O
31P16O
45 50 55 60 65 70 75
Retention time [min]
Peak S1 Peak S2
Peak S3 Peak S4 Peak S5
Peak P1 Peak P2
Polypeptide
図2 牛乳の -カゼインのトリプシン分解物の 
図1 nano HPLC-ICPMS クロマトグラム 
